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RESUMEN
La elevada contaminación microbiana en la propagación in vitro del henequén (Agave fourcroydes Lem)
reduce la eficiencia. Este trabajo tuvo como objetivo determinar el efecto del  uso de antibióticos en el control
de contaminantes bacterianos de este cultivo. Se identificaron los contaminantes bacterianos y se determinó
su susceptibilidad a diferentes antibióticos. Los dos antibióticos de mejores resultados se adicionaron al
medio de cultivo de propagación y se cuantificó el número de explantes contaminados con bacterias y
necróticos. El antibiótico y la concentración que no ocasionó fitotoxicidad a los explantes y donde se obtuvo
el menor porcentaje de contaminación se empleó para continuar la propagación de las plantas. Estas se
transfirieron a la fase de aclimatización y a los 30 días de cultivo se cuantificó el número de plantas vivas y el
número de raíces por planta. Además, se midió la longitud de las raíces (cm) y se calculó el área foliar. Se
comprobó la presencia Micrococcus spp., Pseudomonas spp., Agrobacterium spp., Bacillus subtilis y Bacillus
licheniformis. Los antibióticos ensayados inhibieron el crecimiento in vitro de los contaminantes aislados y
los mejores resultados se obtuvieron con Ticar y Cefotaxima. Adicionados al medio de cultivo de propagación
de las plantas, Ticar fue fitotóxico por encima de 50 mg l-1 y cefotaxima puede utilizarse a 100 mg l-1 sin
ocasionar daños a los explantes. Los resultados demostraron que las plantas que provenían del medio de
cultivo con cefotaxima 100 mg l-1 mostraron un incremento  significativo de las variables evaluadas en la fase
de aclimatización.
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Effect of antibiotics on Agave fourcroydes Lem in vitro propagation
ABSTRACT
High microbial contamination on henequen (Agave fourcroydes Lem) in vitro propagation reduces its efficiency.
This work aimed to determine the effect of the use of antibiotics in the control of bacterial contaminants of this
culture. Bacterial contaminants were identified and their susceptibility to different antibiotics it were determined.
The two best-acting antibiotics were added to the propagation medium and the number of explants
contaminated with bacteria and necrotics was quantified. The antibiotic and concentration that did not
cause phytotoxicity to the explants and where the lowest percentage of contamination was obtained it
was used to continue the propagation of the plants. These were transferred to the acclimatization stage
and at 30 days of culture the number of live plants and the number of roots per plant were quantified. In
addition, the length of the roots (cm) was measured and the leaf area was calculated. Micrococcus spp.,
Pseudomonas spp., Agrobacterium spp., Bacillus subtilis and Bacillus licheniformis were found. The
antibiotics tested inhibited the in vitro growth of the isolated contaminants and the best results were
obtained with Ticar and Cefotaxime. Added to the plant propagation medium, Ticar was phytotoxic over
50 mg l -1 and cefotaxime could be used at 100 mg l -1 without causing damage to the explants. The results
showed that the plants that came from the culture medium with cefotaxime 100 mg l -1 showed a significant
increase of the variables evaluated in the acclimatization stage.
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INTRODUCCIÓN
Agave fourcroydes Lem. es una especie
perenne, de propagación vegetativa, se cultiva
en áreas ecológicas con limitado suministro de
agua y suelos pobres (Garriga et al., 2010;
Kulus, 2014). Tiene, además, alto potencial de
uso como fuente de productos naturales como
esteroides y detergentes a partir de sus
sapogeninas (Sosa et al., 2014).
Para satisfacer las demandas del mercado de
plantas de Agave se han aplicado herramientas
biotecnológicas en diferentes especies
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(Madrigal et al., 1990; Robert et al., 1992;
González et al., 2000; González et al., 2011;
Robert et al., 2006; Garriga et al., 2010). Sin
embargo, al igual que en otras plantas, se
presentan dificul tades entre las que se
encuentran el bajo potencial de regeneración,
la hiperhidricidad de los explantes y la presencia
de contaminantes endofíticos o asociados a
errores humanos durante la transferencia de
los cultivos (Kulus, 2014).
Entre los contaminantes microbianos, las
bacterias causan pérdidas elevadas en el
cultivo in vitro de plantas (Leifert y Waites,
1992). El uso de antibióticos incorporados al
medio de cultivo es una de las alternativas para
disminuirlas aunque su apl icación se ve
restringida debido a sus posibles efectos
fitotóxicos sobre el material vegetal (Robert et
al., 2006; Fang y Hsu, 2012; Mbah y Wakil, 2012;
Sabale et al., 2015).
En una de las especies de agave más
trabajadas por cultivo in vitro; Agave tequilana
Weber, Castillo-Campohermoso (2002) informó
que se presentaron problemas de
contaminación bacteriana, pero no pudieron ser
controlados de manera efectiva con
antibióticos. Sin embargo, el empleo de un
extracto comercial de toronja (Citrus grandis
Osbeck) con conocida actividad antimicrobiana
resultó factible para el control de los
microorganismos contaminantes (Obledo-
Vázquez et al., 2004).
La propagación in vitro del henequén (Agave
fourcroydes Lem) (Garriga et al., 2010) pudiera
contribuir a la recuperación del cultivo en el país,
sin embargo la elevada contaminación
microbiana reduce la eficiencia de este proceso
pero no se encontraron referencias sobre el
uso de antibióticos para su control.
Atendiendo a la problemática existente este
trabajo se propuso determinar el efecto del  uso
de antibióticos en el control de contaminantes
bacterianos que afectan la producción de
plantas in vitro de henequén.
MATERIALES Y MÉTODOS
Esta investigación se desarrolló en el Centro
de Estudios Biotecnológicos (CEBIO) de la
Universidad de Matanzas Camilo Cienfuegos,
Matanzas, Cuba.
Material vegetal
Para el cultivo in vitro se emplearon plantas de
henequén variedad ‘Sac Ki’ como material
vegetal inicial. Estas procedían de plantaciones
comerciales en la Empresa Henequenera
Eladio Hernández. Las plantas se
seleccionaron teniendo en cuenta elevado
vigor, longitud de las hojas entre 120 y 130 cm
y número de hijos basales entre cinco y siete.
El material vegetal se propagó según lo descrito
por Garriga et al. (2010).
Identificación de contaminantes y
susceptibilidad a antibióticos
Se separaron frascos visiblemente
contaminados donde se observaba una película
alrededor de los explantes. Se realizaron
aislamientos en placas de Petri con medio de
cultivo  que contenía triptona 10 g l-1, extracto
de levadura 5 g l-1, NaCl g l-1, glucosa 10 g l-1 y
agar 20 g l-1, pH 7.2. Las placas se incubaron a
30ºC durante 24h y las colonias aisladas se
purificaron en similar medio de cultivo.
Se observaron las características culturales de
las colonias en microscopio estereocopio y se
realizaron preparaciones frescas y teñidas
para observar los caracteres morfológicos
(forma, agrupación, motilidad, respuesta al
Gram). Además, se hicieron pruebas
fisiológico-bioquímicas como la fermentación
de carbohidratos (glucosa, lactosa, manitol,
sacarosa), actividad catalasa y oxidasa,
sensibilidad a colistina, producción de indol
y de amina, hidrólisis de urea y liberación de
CO2. Para estas pruebas se emplearon los
medios de cultivo agar de hierro y triple
azúcar (TSI), Citrato de Simmons, Agar de
hierro y lisina (LIA), Agar Urea, Medio MIO
(motil idad,  indol  y  ornit ina).  Para la
identif icación de los contam inantes
bacterianos se emplearon los criterios del
Manual of Systematic Bacteriology (Garrity
et al., 2005) y  Madigan et al. (2009).
A todos los aislamientos se le realizaron
antibiogramas mediante el método de Kirby-
bauer con discos de los antib iót icos
Bacitracina,  Cefotaxim a, Penic il ina,
Estreptomicina, Rifampicina, Cloranfenicol,
Tetraciclina, Ticar (Ticarcilina) y Eritromicina
(Oxoid). Se seleccionaron dos antibióticos
donde se formara halo de inhibición en todos
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los aislados. Cada ensayo fue replicado tres
veces para los contaminantes aislados.
Efecto de antibióticos
Para evaluar la efectividad de los antibióticos
contra los contaminantes bacterianos se
emplearon por separado los dos antibióticos
seleccionados previamente. Se adicionaron al
medio de cultivo diferentes concentraciones
(25, 50, 100, y 1000 mg l-1) y se tomó como
control el medio de cultivo sin antibiótico. Se
establecieron 40 individuos (dos explantes por
frasco) por tratamiento.
Los frascos se colocaron en cámara de
crecimiento con luz solar a 26 ± 2ºC (37.5 µmol
m2 s-1 de luminosidad como promedio) durante
30 días. Se cuantificó el número de explantes
contaminados con bacterias y el número de
explantes necróticos por tratamiento. Se
seleccionó el antibiótico y la concentración que
no ocasionó fitotoxicidad a los explantes
(expresada como necrosis o clorosis de los
explantes) y donde se obtuvo el menor
porcentaje de contaminación.
Posteriormente, se continuó la propagación de
las plantas (Garriga et al., 2010) en medio de
cultivo con y sin antibiótico a la concentración
seleccionada y se transfirieron a fase de
aclimatización donde se tuvieron en cuenta de
forma general los criterios referidos por Abreu
et al. (2007).
El experimento se desarrolló en casa de cultivo
donde las plantas se colocaron en bandejas
de poliestireno expandido con 70 alvéolos. Se
empleó como sustrato una mezcla de pulpa
de henequén descompuesta al 10% con
zeolita. Se emplearon 40 plantas de réplica para
cada tratamiento, la humedad ambiental se
mantuvo entre 80 y 90%. A los 30 días de cultivo
se cuantificó el número de plantas vivas y se
calculó el porcentaje de supervivencia, el
número de raíces por planta, se midió la longitud
de las raíces (cm) y se calculó el área foliar
(AF) (cm). AF= largo x ancho x 0.68 (constante),
según Abreu (2009).
Análisis estadístico
Para los análisis estadísticos se empleó el
programa Statgraphics Versión 5.0 (2000). Los
resultados se procesaron estadísticamente a
través de un análisis de varianza de
clasificación simple, con un diseño
completamente aleatorizado. Los datos en
porcentajes se transformaron según X =
2arcsin (X/100) 0.5.  Para detectar la diferencia
entre las medias se realizó un ANOVA y  la
Prueba de Rangos Múltiples de Duncan para
el 5% de significación.
RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Se comprobó la presencia de contaminantes
bacterianos en los frascos de cultivo
pertenecientes a Micrococcus spp.,
Pseudomonas spp., Agrobacterium spp.,
Bacillus subtilis y Bacillus licheniformis.
Los resultados de este estudio demostraron
que el empleo de métodos de desinfección
superficial del material vegetal procedente de
plantaciones comerciales no garantizó la
eliminación de los contaminantes bacterianos.
Las especies identificadas se han encontrado
en el suelo, asociadas a plantas y como
contaminantes de diferentes cul tivos
propagados in vitro (Leifert y Waites, 1992;
Reed et el, 1995; Asif et al., 2013).
Con el cultivo in vitro se obtienen cultivos
asépticos que favorecen su propagación. Pero
si se tiene en cuenta que los tejidos de los
cuales se parte para iniciar el cultivo provienen
del campo entonces, la probabilidad de la
contaminación por virus, bacterias, levaduras
y hongos filamentosos, es elevada (Niubó et
al., 2004).
Los antibióticos ensayados inhibieron el
crecimiento in vitro de los contaminantes
aislados. Los mayores halos de inhibición en
los aislados Gram negativos se observaron con
el antibiótico Ticar mientras que Cefotaxina
inhibió el crecimiento tanto de bacterias Gram
negativas como Gram positivas. A partir de
estos resultados se seleccionaron estos dos
antibióticos.
En la mayor concentración para ambos
antibióticos se produjo el menor número de
explantes contaminados con diferencias
significativas con el resto de las
concentraciones ensayadas. Sin embargo, en
presencia de esta concentración se produjo el
mayor número de explantes necrosados, los
cuales no sobrevivieron (Tabla 1).
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Antibiótico
(mg l-1)
Ticar Cefotaxima
No. de
explantes
contaminados
No. de
explantes
necróticos
No. de
explantes
contaminados
No. de
explantes
necróticos
0 33.0a 0d 31.0a 0b
25 25.0b 0d 23.0b 0b
50 20.0c 5.0c 21.0b 0b
100 15.0d 30.0b 12.0c 0b
1000 1.0e 39.0a 1.0d 25.0a
Es 2.04 2.95 2.31 3.41
Tabla 1. Efecto de los antibióticos Ticar y cefotaxima en el establecimiento in vitro de henequén.
Es: Error estándar. Medias con letras distintas en cada columna difieren significativamente
para p< 0.05 según la prueba de rangos múltiples de Duncan.n=40
Los primeros individuos necróticos con el
empleo de Ticar se observaron a partir de 50
mg l-1, mientras que con cefotaxima fue a 1000
mg l-1. Este resultado indicó que Ticar presentó
mayor fitotoxicidad ya que a menor
concentración se observó clorosis y necrosis
de los tejidos que alcanzó hasta el 97.5% de
los explantes con 1000 mg l-1.
Con cefotaxima 1000 mgl -1 se redujo la
contaminación bacteriana en un 75% con
respecto al control pero se perdió el 62.5% de
los explantes por necrosis mientras que con
100 mg l-1 aunque la reducción fue menor no
se observaron explantes necróticos.
Diferentes autores han informado que el uso
de cefotaxima en el cultivo in vitro de plantas
produce menores efectos fitotóxicos que otros
antibióticos y reduce la contaminación bacteriana
(Danilova y Dolgikh, 2004; Grewal et al., 2006;
Asif et al., 2013; Sabale et al., 2015). Coincidiendo
con los resultados de este trabajo, Barrueto y
Zimmermann (2006) informaron que la adición
de Cefotaxima 100 mg l-1 ayudó en el control de
contaminación bacteriana persistente sin afectar
el crecimiento y coloración de yemas axilares de
yuca (Manihot esculenta) cultivadas in vitro. Sin
embargo, Sabale et al. (2015) con la incorporación
al medio de cultivo de cefotaxima 1000 mg l-1
alcanzaron un control efectivo de la contaminación
bacteriana en la micropropagación de banano cv.
‘Grande naine’ (Musa AAA) sin fitotoxicidad.
A partir de los resultados se seleccionó el
antibiótico Cefotaxima a 100 mg l -1.  No  se
recomienda el empleo de Ticar en la
micropropagación del henequén a partir de
fuentes de explantes procedente de condiciones
de campo, pues se necesitan elevadas
concentraciones para controlar las
contaminaciones que provocan un elevado
número de individuos necrosados, una
disminución del crecimiento vegetal y no controla
contaminantes bacterianos Gram positivos.
Los resultados demostraron que las plantas
que provenían del medio de cultivo con
cefotaxima 100 mg l-1 mostraron un incremento
significativo de las variables evaluadas en la
fase de aclimatización (porcentaje de
supervivencia, número y longitud de las raíces
y área foliar) con respecto a las plantas del
tratamiento control sin antibiótico (Tabla 2).
De modo general, se puede señalar que las
plantas tratadas con Cefotaxima, mostraron un
vigor superior y color verde más intenso en
comparación con las plantas controles. No se
evidenció en ninguno de los casos, la presencia
de anomalías morfológicas y tampoco se
observaron afectaciones de la pigmentación de
las hojas.
Estos resultados están en correspondencia
con los informados por otros autores que
refieren un efecto estimulante de Cefotaxima
en el cultivo in vitro de plantas (Mittal et al., 2009;
Asif et al., 2013).  En este sentido, Danilova y
Dolgikh (2004) comprobaron que la adición de
este antibiótico estimulaba la regeneración de
plantas de Zea mays L. Sin embargo, este es el
primer informe del efecto estimulante de
Cefotaxima en la propagación de A. fourcroydes.
Tabla 2. Respuesta de plantas in vitro de henequén en fase de aclimatización después de
la aplicación de Cefotaxima durante la propagación in vitro.
Tratamiento Supervivencia (%)
No. de
raíces
Longitud de
las raíces (cm)
Área foliar
(cm2)
Cefotaxima
(100 mg l-1)
97a 5.90a 5.50a 6.17a
Control 90b 4.08b 4.42b 4.25b
Es 2.21 1.20 0.08 0.90
Es: Error estándar. Medias con letras distintas en cada columna difieren significativamente
para p< 0.05 según la prueba de rangos múltiples de Duncan
CONCLUSIONES
El uso de los antibióticos Ticar y Cefotaxima
en la propagación in vitro de A. fourcroydes
permite reducir las pérdidas por contaminación
bacteriana y los resultados dependen de la
concentración utilizada. En el caso de Ticar,
por encima de 50 mg l-1 se observa fitotoxicidad
en los explantes. Sin embargo, cefotaxima
puede incluirse en el medio de cultivo a 100
mg l-1 y estimula el crecimiento vegetal.
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